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Daysafteropticnerveinjury
Fi9.2．Northemblotanalysisand〃s伽hybridizationofpurpurinmRNAinthezebrahshretinaatvarioustimeintervalsafteropticnerve
transectionA)TotalＲＮＡ(2〆g)hPomzebrafishretinawereelectrophoresed,transferredtonitrocellulosemembraneandhybridizedｗｉｔｈ
３２PIabeledpurpurincDNAVerticalbarineachhistogramshowsthemean±S,ＥＭ(､=4)．＊ｐ〈0.05ascomparedwithcontroLB)Retinal
sectionsfromvariousdaysafteropticnelvetransectionwerehybridizedwithanti-senseprobe(a-e)andsenseprobe(0．（a)control;(b)１
day;(c)３days;（d)５days;(e）１０days;ａｎｄ(1)３daysafteraxotomy、Arrowheadsinb,ｃ,anddindicatepositivesignalOS,outer
segment;ＯＮＬ,outernuclearlayer;INL,innernuclearlayer;ＧＣＬ,ganglioncelllayerinthisandsubsequentfiguresScalebar＝５０/zｍ
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Fig.３．Changeandimmunohistochemicalstainingofpurpunnproteininthezebrafishretinaafteropticnervetransection．Ａ）６０ﾉugof
retinalproteinsfromzebranshretinaatvariousdaysafteraxotｏｍｙｗｅｒｅｌｏａｄｅｄｏｎＳＤＳｇｅｌ,transferredtonitrocellulosemembraneand
reactedwithanti-purpunｎｐｅptideantibody・Verticalbarineachhistogramshowsthemean±ＳＥＭ(、＝5)．＊ｐ<0.O1ascomparedwith
controLB)ReUnalsectionsfromzebrafishretinaatvariousdaysafteropticnervetransectionwereincubatedwiththeanti-purpunn
peptideantibody:(a)control;(b)３days;(c)５days;(｡)１０daysArrowheadsinbandcindicatepositivesignalScalebar＝50ﾉｭ、
v，免疫組織学的染色法
眼球の固定および薄切はｊ〃s伽ハイブリダイゼーション法と
同様にして行なった．抗原賦活処理のため１０，Ｍクエン酸緩
衝液で121℃，１５分のオートクレーブをした．洗浄およびブロ
ッキングした後，300倍希釈の抗プルプリンペプチド抗体と
4℃，一晩反応させた．それから，500倍希釈の抗ウサギIgG
(SantaCruzBiotechnology,ＳａｎｔａＣｍｚ,USA）を室温,６０分反応
させた．検出には西洋ワサビペルオキシダーゼ結合ストレプト
アビジンと３－アミノー9-エチルカルバゾール（DakoCytomation，
Glostrup,Denmark）を使用した．
Ⅵ．ゼブラフィッシュプルプリンのゲノミックＤＮＡのスク
リーニング法
ゲノミックＤＮＡライブラリーはゼブラフィッシュのゲノミ
ックＤＮＡ(SeegeneInc,Seoul,Korea）とLambdaFYxII/XhoI
partialFill~invectorkit(StratageneInc,LaJolla,USA）を用いて
作製した．スクリーニングは大腸菌Ｏ【L1-BlueMRA）に感染さ
せたゲノミックＤＮＡライブラリーのファージを，金魚プルプ
リン全長ｃＤＮＡに[α-32p]dCTpをラベルしたプローブとハイブ
リダイゼーシヨンさせ，１xlO6ファージプラークから選別した．
金魚プルプリン全長cDNAは視神経切断後５日目の金魚網膜か
ゼブラフイツシユプルプリン遺伝子とその発現 ５
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Fig.４．Nucleotidesequenceofzebrafishpurpuringene・Total４．２kbpgenomicDNAfOrzebrafishpurpurinwassequencedPositionat＋１
indicatesthetranscriptionstartsite・Inlhisfigure,１．９ｋｂｐ５，flankingDNAand23kbptranscriptionalregionwereshown・Therewere
manyconsensussequencesofbindingsiteoftranscriptionalfactorsfOrretinaspecificopsingene（NRE,ＯＩＸ１,CRX,E-opsin-1-like，
Retl/PCE-1-like)inthepresumedpromoterregionof5，flankingregion、Noteapartialomissionofnucleotidesequenceatposition-1493
to-794and-593to-344・ApresumedTATAboxwaspositionedat-54fiPomthecapsite・Thetranslationstartcodon,ATGwaspositioｎｅｄａｔ
＋188,andthestopcodon,TAAwaspositionedat＋2147．Noteapartialomissionofnucleotidesequenceofeachintron．
中田６
CRX
CRXCRX鯛ハ TATAbox／ｏＴＸ－１ＮＲＥ
-24-1943
-788‐6０１ -３４３-1505 列~い‐5４-1913
exon4 exon5 exon6exonlexon2exon3
+2335-24
＋’＋1b8(ATG） ｜+2J14ＭAAA）
＋2147(TAA）
Fig.５．Astructureofzebrafishpurpuringene・Ｓｔｍｃｔｕｒｅｏｆ１．９ｋｂｐ５，nankingDNAand23kbptranscriptionregionwasshownina
reducedlengthThetranscriptionstartsitewaspositionedat＋ＬＴｈｉｎｖｅｒｔｉｃａｌｂａｒｓｉｎｔｈｅ５，promoterregionshowretinaspecific
consensussequencesandTATAbox・ClosedsquaresinthetranscriptionregionshowexonsThepurpuringenｅｈａｄ６ｅｘｏｎｓａｎｄ５
ｉｎｔｒｏｎｓＥｘｏｎｌｗａｓｕntranslationaLThetranslationstartcodonwaswithinexon2andthestopcodonwaswithinexon6・Notealong
nucleotidesequence(1kbp)ofintron3ApolyadenylationsignalAATAAAwaspositionedat+2314inexon6．
80％であった．Ｎ末端に分泌シグナルを持っており（下線で示
す)，またドットで示した28番目のセリンから４３番目のリジン
は金魚の抗プルプリンペプチド抗体の作製に使用した部位であ
るが7)，ゼブラフィッシュのその部位は金魚と全く同じであっ
たそして，ゼブラフィッシュからヒトなど多種にわたって存
在が知られているレチノール結合タンパク質のタイプ411)と
RBP41ikemRNAは45％の相同性であった．これらの結果から
ゼブラフィッシュのRBPL41ikemRNAをプルプリンのゼブラフ
イッシュホモローグとして結論した．
Ｉ視神経切断後のゼブラフィッシュ網膜における早期か
つ一過性のプルプリンｍＲＮＡの増加
ゼブラフィッシュ網膜の全RNAは視神経切断後０，１，３，５，
１０日目を採取し，金魚全長cDNAをプローブとしてノーザンブ
ロット法によりｍＲＮＡの発現変化をみた．プルプリンｍＲＮＡ
の発現レベルは損傷後３日で約3.2倍に増加し，その後漸減し
１０日目にはほぼ正常レベルに戻った（図2A)．ｍＲＮＡの細胞局
在はゼブラフィッシュ全長cDNAをプローブとしてｊ〃s伽ハイ
ブリダイゼーション法によって検出した．コントロール網膜に
おいて，ｍＲＮＡのシグナルはかろうじて視細胞に検出できた
(図2Ba)．損傷後１日でそのシグナルが外穎粒層（outernuclear
layer，ＯＮＬ）で劇的に増加し（図2Bb)，３日目でピークになっ
た（図2Bc）そして，５日目でその発現は減少し（図2Bd)，１０
日目ではシグナルが消失した（図2Be)．また，センス鎖プロー
ブでは全くシグナルが検出されなかった（図2B０．
１視神経切断後のゼブラフィッシュ網膜における早期か
つ一過性のプルプリンタンパク質の増加
プルプリンに対する抗ペプチド抗体の認識配列はゼブラフィ
ッシュでも保存されていたので，この抗体をゼブラフイッシュ
プルプリンタンパク質の発現や局在の検出に使用した．ウエス
タンプロット法で，約２２kDaのプルプリンタンパク質の発現
は視神経切断後３日で約1.8倍増加し，その後漸減し１０日目に
らｃＤＮＡライブラリーを作製し6)，そこから８１３ｂｐのそれをク
ローニングした7)．ハイブリダイゼーションの手法はノーザン
ブロット法と同様に行なった．メンブレンは2xSSC/0.1％SDS，
lxSSC/0.1％ＳＤＳ，O5xSSC/0.1％ＳＤＳ，２xSSCの順に60℃，
20分洗浄を行ない，Ｘ線フイルムにて検出した．そして，陽性
を示すファージプラークを回収し同様にして３次スクリーニン
グまで行なった．
Ⅶ、ＤＮＡシークエンス解析
スクリーニングにより得られたクローンの塩基配列は
AppliedBiosystemsPRISMdyeterminatorkit(FosterCity,USA）
を用いてＤＮＡシークエンサー（ABIPRISM310Genetic
Analyzer;AppliedBiosystems,FosterCity,USA)で解析した
Ⅷ、統計学的分析
ノーザンブロット法とウエスタンプロット法において，ゼブ
ラフィッシュのプルプリンｍＲＮＡとタンパク質の発現レベルは
一元配置分散分析後Scheffeの方法を用いて群間比較を行なっ
た．危険率５％未満を有意差有りと判定した．
成績
１．ゼブラフィッシュプルプリンのｃＤＮＡクローン
金魚プルプリンｃＤＮＡのシークエンスデータを利用して，ゼ
ブラフィッシュのcDNAデータベースからプルプリンを検索し
た．得られたcDNAは854ｂｐで，転写産物はレチノール結合タ
ンパク質様のタイプ４（retinolbindingprotein-4,RBP-41ike
mRNABCO59516クローン）であり，翻訳産物が同定されてい
ない分子と高い相同性を示した．この分子は591ｂｐのオープン
リーディングフレーム（196個のアミノ酸）から成っていた．図
１に金魚プルプリンとゼブラフィッシュBCO59516クローンの
相同性を示す．ＲＢＰ４１ｉｋｅｍＲＮＡの分子量は21.9kDaで金魚の
それとほぼ同じであった．RBP-41ikemRNAと金魚およびヒヨ
コプルプリンのアミノ酸レベルでの相同`性はそれぞれ９４％と
ゼブラフイツシユプルプリン遺伝子とその発現 ７
は正常レベルに戻った（図3A)．免疫組織学的染色法では，免
疫活性はコントロールにくらべて（図3Ba)，切断後３日目では
ＯＮＬで弱い活性が，また神経節細胞層（ganglioncelllayer，
GCL）では強い活性が見られた（図3Bb)．このＧＣＬでの増加は
５日目まで続き（図3Bc)，１０日目にコントロールレベルに戻っ
た(図3Bd)．免疫前血清ではシグナルは検出されなかった．
Ⅳ．ゼブラフィッシュプルプリン遺伝子の単離とヌクレオ
チドシークエンス
ゼブラフイッシュプルプリン遺伝子は金魚のプルプリン全長
cDNAをプローブにして，我々が今回作製したゼブラフィッシ
ュ脳由来ゲノミックＤＮＡライブラリーから単離した．１x106個
のファージプラークから７個の陽性クローンを得た．そのクロ
ーンの一つを選び，シークエンス解析を行なった．図４にその
ゼブラフイッシュクローンの４．２ｋｂｐのヌクレオチドシークエ
ンスを示す．転写開始部位を＋１として表示した．４．２ｋｂｐの
ＤＮＡシークエンスは２３kbpの転写領域とＬ９ｋｂｐの5,上流領域
から構成されていた．このクローニングしてきたヌクレオチド
シークエンスはデータバンクに登録した（ＤＤＢＪ，access
number:AB242211)．５，上流領域において，網膜特異的なオプ
シン遺伝子の転写調節因子の結合サイト'2)があるか否かを検索
したその結果，多くの結合サイト（ＮRE,OTX-1,CRX,Ｅ‐
opsin-1-like,Retl/PCE-1-like)が５，上流領域に存在していた．推
定されるＴＡＴＡｂｏｘは転写開始部位から上流５４ｂｐの位置にあ
った．このプルプリン遺伝子は６つのエクソンと５つのイント
ロンを有していた．エクソン１は６２ｂｐ，エクソン２は１１８ｂｐ，
エクソン３は１３７ｂｐ，エクソン４は１１３ｂｐ，エクソン５は２１３ｂｐ，
エクソン６は197ｂｐであった．また，イントロン３は1057ｂｐと
長く，ほかのイントロンは94-124ｂｐであった．図５にプルプリ
ン遺伝子の4.2kbpのＤＮＡ断片の構造の簡略図を示す．推定さ
れた網膜特異的な転写因子結合サイトやTATAbox，ポリＡシ
グナルを示した．翻訳開始コドン（ATG）はエクソン２に，翻訳
終了コドン（IAA)はエクソン６に含まれていた．
低く，視神経損傷後は非常に高い（3.2倍）のに対して，金魚の
ｍＲＮＡの発現レベルはコントロールでは高く，視神経損傷後は
それほど高くなかった（2倍)7)．ゼブラフィッシュ網膜におい
てタンパク質の免疫活性は比較的ＧＣＬに限局していたが，金
魚の場合は網膜全層にわたって拡散していた7)．ｍＲＮＡやタン
パク質の発現時期が金魚にくらべてゼブラフィッシュの方が1－
２日早かった．これらの相違に対する答えとして，我々は以下
の点を考えた．金魚と比較してゼブラフィッシュのプルプリン
ｍＲＮＡの元々の発現量が低いのは両者の体長の違いによるのか
もしれない．ゼブラフィッシュの体長は４５ｃｍで停止するのに
対して，金魚はそれ以上に成長することが知られている'5)．プ
ルプリンは分泌シグナルを持っているため，視細胞から容易に
分泌される．そのため，ゼブラフィッシュで視神経切断後の
GCLにおけるプルプリンの免疫活性が強いのは，軸索が損傷し
た神経節細胞へプルプリンがより効率的に蓄積されることを反
映しているのかもしれない．金魚と比較してゼブラフィッシュ
の網膜ではプルプリンｍＲＮＡとタンパク質の発現が1-2日早く
見られたのは，ゼブラフィッシュの視神経再生過程が早いため
であろうことが考えられる（加藤，未発表データ)．このように，
網膜特異的なプルプリンはゼブラフィッシュの視神経損傷後網
膜においても再生初期に誘導される分子であり，それゆえゼブ
ラフィッシュでも視神経再生のトリガー分子になりうると考え
られる．我々7)は，プルプリンはレチノールと結合してレチノ
イン酸合成を高め，軸索伸展に関わるレチノイン酸レセプター
を転写因子とする様々な遺伝子を活性化し，損傷した神経節細
胞から突起伸展を促進しているのではないかと仮定している．
Ｉゼブラフィッシュプルプリン遺伝子の特徴
ゼブラフィッシュプルプリンｃＤＮＡのヌクレオチドシークエ
ンスは金魚プルプリンと９０％の相同性があったので，我々は
金魚のプルプリン全長ｃＤＮＡをプローブとしてゼブラフィッシ
ュのゲノミックライブラリーからプルプリンＤＮＡをクローニ
ングした．１つの陽性クローンは4.2kbpで2.3kbpの転写領域
とＬ９ｋｂｐの５，上流領域を含んでいた．プルプリンの転写領域
は６つのエクソンと５つのイントロンから成っていた(図4)．う
ちイントロン３は１ｋｂｐと長く，その他は94-124ｂｐと短いもの
であった開始コドンのＡＴＧはエクソン２に，終止コドンの
ＴＡＡはエクソン６にあった（図４，５)．Ｌ９ｋｂｐの５，上流領域に
は，推定されるＲＮＡポリメラーゼ結合サイMrATAbox)が転
写開始部位から上流５４ｂｐに存在した．また５，上流の転写調節
領域に様々な転写因子結合サイトの有無を検索した．プルプリ
ンとオプシンは網膜特異的なタンパク質で視細胞に限局してい
るので，ゼブラフイッシュプルプリン遺伝子にも，オプシン遺
伝子に特異的なＮＲＥｌ６)，OTX-1l7)，E-opsin-118)，CRX'9)，
Retl/PCE-12o)などのコンセンサスな結合サイトがあるか否か検
索した．検索した結果,ＮＲＥ(TGCTGAAITAGCA;-1913--1901)，
ＯＴＸ１（rGATrAA;-1505-1499)，ＣＲＸ（rAATCA;-787‐-782,
-601‐-597,‐81-76)，EOpsin-1-like(CAACCTAA;-343-335)，
Retl/PCE1-like（AGAAGCCAGITA;-163-153）がＬ９ｋｂｐのプ
ルプリン遺伝子の上流にそれぞれ存在した更に我々がクロー
ニングした４２ｋｂｐのヌクレオチドシークエンスはゲノミック
ＤＮＡシークエンスのzk30k6mleSangerlnstitute，Daniorerio
sequenceprOject）と９８．５％一致し，それは２１番染色体に存在
していることが報告されている．これらの事実から，我々が得
たゲノミッククローンは実際，ゼブラフイッシュプルプリン遣
考察
１．視神経切断後網膜におけるゼブラフィッシュプルプリ
ンｍＲＮＡとタンパク質の挙動
以前の研究で，我々は金魚視神経再生の初期過程において発
現が増加するプルプリンｃＤＮＡを単離した7)．網膜特異的なプ
ルプリンはヒヨコの発達期網膜で細胞接着や生存に関わる分泌
型のレチノール結合タンパク質として初めてSchubertら'3)によ
り同定された分子である．金魚やヒヨコの網膜では，プルプリ
ンｍＲＮＡは視細胞にのみ発現した7114)．我々は金魚プルプリ
ンｃＤＮＡのシークエンスデータからゼブラフィッシュのｃＤＮＡ
データベースを検索し，その結果854ｂｐのｃＤＮＡクローン
(RBP-41ike，BCO59516）を見つけた．金魚のプルプリンcDNA
とアミノ酸レベルでは94％，ヌクレオチドレベルでは90％と
非常に高い相同性を示したので，８５４ｂｐのRBPL41ikemRNAは
ゼブラフィッシュのプルプリン全長ｃＤＮＡであると結論した
(図1)．金魚と同様，ゼブラフィッシュのプルプリンｃＤＮＡは
591ｂｐのオープンリーディングフレームを持っていた．視神経
切断後のプルプリンｍＲＮＡとタンパク質の発現レベルや局在は
金魚プルプリンと同様であった7)(図２，３)．金魚とゼブラフィ
ッシュの問でプルプリンｍＲＮＡとタンパク質の発現の相違は，
ゼブラフィッシュでのｍＲＮＡの発現レベルがコントロールでは
中田
伝子であることが強く示唆された．将来プルプリンのゲノミッ
クＤＮＡ情報はゼブラフィッシュ視神経再生における初期過程
の分子メカニズムを理解し，ひいては魚類のＣＮＳ再生関連遺
伝子の転写調節因子を見つける上で必須の情報となることは疑
う余地がない．
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結論
金魚の視神経再生初期過程において発現が増加するプルプリ
ンは視神経再生のトリガー分子の可能性が示唆された7)．この
分子がゼブラフィッシュにおいても同様であるか否かを精査す
るため，プルプリンｍＲＮＡとタンパク質の発現レベルと時期を
調べた．更にはプルプリン遺伝子のより詳細な分子メカニズム
の解明のため，金魚プルプリン全長ｃＤＮＡを用いてゼブラフィ
ッシュのゲノミックＤＮＡライブラリーからゼブラフイッシュ
プルプリン遺伝子のクローニングを行なった．その結果は以下
に要約できる．
１．金魚のプルプリンとアミノ酸レベルで94％，ヌクレオチ
ドレベルで９０％の相同性を示すｃＤＮＡクローン（RBP-41ike
mRNABCO59516）をゼブラフィッシュのプルプリンcDNAホ
モローグとして初めて同定した
２．プルプリンｍＲＮＡの発現量は，視神経切断後３日目でコン
トロールと比較して約3.2倍に増加し，１０日でほぼ正常レベル
に戻った．また，その発現は視細胞に限局していた．
３．プルプリンタンパク質の発現量は視神経切断後３日でコン
トロールと比較して約1.8倍に増加し，１０日でほぼ正常レベル
に戻った．免疫活性は切断後３日目ではＯＮＬで弱く，ＧＣＬで
強く見られた．
４．視神経切断後のゼブラフィッシュ網膜におけるプルプリン
ｍＲＮＡとタンパク質の発現時期は，金魚のそれと比較して1-2
日早かった．
５．金魚のプルプリンcDNA全長をプローブとして，ゼブラフ
イツシュゲノミックライブラリーから２．３ｋｂｐの転写領域とL9
kbpの5,上流領域を含む4.2kbpのＤＮＡヌクレオチド断片をク
ローニングできた．転写領域部位には６つのエクソンと５つの
イントロンがあった．５，上流領域には網膜特異的なオプシン遺
伝子の上流に存在が知られている様々な転写調節因子の結合サ
イトが存在した．
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Abstract
Recently，weclonedgoldfishpulpurincDNA，whoseexpressionisupregulatedduringtheearlystageofopticnerve
regeneration，asatriggermoleculefOrfishopticnerveregenerationHere，weidentifiedan854bpcompletezebrafish
purpurincDNAcontaining591bpopenreadingframe（196aminoacidsresidues)fromhighsequencehomology(>90％)to
goldfishpulpurincDNATheincreaseofpurpurintranscnptswasconfirmedinthezebrafishretinaafteropticnervemjury、
ThelevelofpurpurinmRNArapidlyincreasedl-3daysandthenrapidlydeclinedbylOdaysafternerveinjury・Thecellular
localizationoftheincreasedmRNAlevelswaslimitedtothephotoreceptors・Thelevelofpulpurinproteinrapidlyincreased
3-5daysandthenrapidlydeclinedbylOdaysafteropticnervetransection・Theseresultsstronglysuggestthatthepurpurinis
alsoacandidatemoleculefOrtriggeringtheopticnerveregenerationinzebrafishFurthennore,weclonedfOrthefirsttimea
4,ZkbpgenomicDNAfbrzebrafishpulpurinwiththegoldfishcDNAprobe、Ｔｈｅ４２ｋｂｐｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄＬ９
ｋｂｐ５，flankingupstreamregionand23kbptranscriptionalregionThepurpunｎｇｅｎｅｈａｄ６ｅｘｏｎｓａｎｄ５introns、Exonlwas
untranslationalandtheothers,exons2to6containedproteincodingregionlnthepresumedtlanscriptionregulatoIysiteof
１．９ｋｂｐ５，flankingregion,thereweremanyconsensussequencesofretina-specificopsingenesuchasOTX-1,ＮＲＥ,ＣＲＸ,E-
opsin-1andRetl/PＣＥ－ＬＴｏｆＵｒｔｈｅｒelucidatethemolecularmechanismfOrtheinitiationoffishopticnerveregeneration，
suchagenomicinfOnnationoftheinterestinggeneinzebrafishmightbeessentiaL
